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 A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa que afeta, aproximadamente, 
48 milhões de pessoas a nível mundial e caracteriza-se por alterações cognitivas, perda de 
memória e alteração comportamental derivadas da falência progressiva dos neurónios. Esta 
falência possui diversas causas sendo de evidenciar a agregação de péptido β-amilóide (Aβ) e 
a acumulação de agregados neurofibrilares da proteína Tau. 
A transtirretina (TTR) é uma proteína cujas principais funções são: transporte, 
neuroprotecção e modulação, prevenindo a toxicidade do péptido Aβ. É sintetizada no fígado 
e no plexus coróide. 
A terapia génica tem um potencial relevante para o tratamento de inúmeras doenças, 
incluindo a DA. Esta terapia é baseada na utilização de vetores de expressão que são inseridos 
em sistemas de entrega e introduzidos em hospedeiros que traduzem esses fragmentos de 
DNA em proteínas promovendo a sua expressão e auxiliando no tratamento das patologias.  
Com este projeto pretendeu-se construir um vetor de expressão não-viral que codifique para 
a TTR para utilização, como terapia génica, na DA. Este vetor foi nanoencapsulado com PEI e 
transfectado em células neuronais seguida de avaliação da expressão da TTR por Western 
Blot. 
Tendo em conta os objetivos deste projeto, construiu-se o vetor pCAG-hTTR que foi replicado 
em E.coli DH5α, purificado e inserido em nanopartículas formuladas com polietilenimina (PEI). 
A eficiência de encapsulação foi superior a 96% e o potencial zeta de -35,43±0,38 a 2,66±1,19 
mV. Posteriormente, as células N27 que não apresentaram produção endógena de TTR foram 
transfectadas com o vetor pCAG-hTTR encapsulado com PEI. O ensaio da viabilidade celular 
efetuado 48h após a transfecção mostrou que esta foi superior a 78% diminuindo 
significativamente nas 72h subsequentes à transfecção. A proteína total extraída das células 
transfetadas foi quantificada e analisada por western blot. Os resultados foram inespecificos 
com marcação da TTR obtida até nos controlos negativos, sugerindo que o anticorpo utilizado 
não será o mais adequado ou uma transfecção ineficiente. 
Em suma, pela primeira vez foi possível construir um vetor de expressão que codifique para a 
TTR com a finalidade de promover a sua expressão e criar um sistema de entrega de 
nanopartículas formuladas com PEI para promover a sua entrega às células alvo. Contudo, não 




































Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that affects approximately 48 million 
people worldwide and is characterized by cognitive impairment, memory loss and behavioral 
changes derived from the progressive failure of neurons. This failure has several causes, 
highlighting the aggregation of β-amyloid peptide (Aß) and the accumulation of neurofibrillary 
aggregates of tau protein. 
Transthyretin (TTR) is a protein whose main functions are: transportation, neuroprotection 
and modulation, preventing the toxicity of Aß peptide. It is synthesized in the liver and 
choroid plexus. 
Gene therapy has a significant potential for treatment of numerous diseases, including AD. 
This therapy is based on the use of expression vectors that are inserted into delivery systems 
and introduced into hosts which translate these DNA fragments in protein promoting its 
expression and aiding in the treatment of diseases. 
This project was intended to construct a non-viral expression vector encoding for the TTR to 
use as gene therapy, against AD. This vector was nanoencapsulated with polyethyleneimine 
(PEI) and then transfected in neural cells followed by evaluation of the expression of TTR by 
Western blot. 
Taking into account the objectives of this project, the pCAG-hTTR vector was constructed and 
replicated in E. coli DH5α purified, and inserted into nanoparticles formulated with PEI. The 
encapsulation efficiency was greater than 96% and the zeta potential range from 35.43 ± 0.38 
to 2.66 ± 1.19 mV. Then the N27 cell line wich showed no endogenous production of TTR was 
transfected with the pCAG-hTTR vector encapsulated with PEI. The cell viability assay 
performed 48 hours after transfection showed that it was greater than 78% significantly 
decreases the 72h after transfection. Total protein extracted from transfected cells was 
quantified and analyzed by western blot. The results were nonspecific with TTR labeling 
obtained even in the negative controls, suggesting that the antibody used was not be the 
most suitable or that transfection efficiency was very low. 
In short, it was possible to construct an expression vector coding for TTR for the  first time 
with the purpose of promoting its expression and creating a delivery system formulated with 
PEI nanoparticles to target neuronal cells. However, it was not possible to confirm their 
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Capítulo 1- Introdução 
 
1.1 Doença de Alzheimer 
1.1.1 Características da doença de Alzheimer 
A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa que surge maioritariamente em 
indivíduos com uma idade superior a 65 anos [1]. Segundo a Organização Mundial de Saúde, 
esta patologia afeta, aproximadamente, 48 milhões de pessoas em todo o mundo, sendo 
estimado que este número possa triplicar até 2050, afetando cerca de 136 milhões de 
pessoas. A patologia é mais prevalente na Europa, América e Ásia [2].  
A doença de Alzheimer é caracterizada por diversos sintomas sendo de evidenciar as 
alterações cognitivas, perda de memória e alteração comportamental [3]. Tratando-se de 
uma doença neurodegenerativa, vai progredindo com a falência dos neurónios e, 
consequentemente, todas as funções a eles associadas vão regredindo. 
Esta degeneração neuronal é caracterizada por danos sinápticos ao nível do neocórtex e do 
sistema límbico [3]. Como principais alterações, estão identificadas a acumulação de placas 
amilóides, causada pela agregação de péptido β-amilóide (Aβ), a acumulação de agregados 
neurofibrilares associada a alterações da proteína Tau como a hiperfosforilação, alterações 
conformacionais e clivagem proteolítica [4–6] e alterações da proteína Transtirretina (TTR) 
tanto ao nível conformacional como ao nível da sua expressão [1,7].  
 
1.1.2 O péptido β-amilóide e suas isoformas 
O péptido β-amilóide (Aβ) resulta da clivagem proteolítica sequencial da proteína percursora 
amilóide (APP) [8,9]. Este processo é essencialmente realizado por três secretases: α, β, γ 
que são enzimas que têm como função primordial a clivagem de proteínas que se encontram 
incorporadas na membrana celular que, neste caso, é a APP. 
A clivagem realizada pela α-secretase e γ-secretase induz a formação do péptido P3 que é 
facilmente degradado no proteossoma. No entanto, se o processo de clivagem ocorrer 
mediante a atividade da β-secretase e γ-secretase há produção de diferentes isoformas do 
péptido Aβ, sendo de destacar as isoformas Aβ40 e Aβ42 (Figura 1) [8,9]. A isoforma Aβ40 é a 
mais abundante enquanto que a Aβ42 é a mais amiloidogénica devido ao facto de possuir uma 
taxa de agregação superior [9,10]. Em doentes que apresentam esta doença há um 
desequilíbrio entre a síntese, a agregação e a remoção deste péptido, ocorrendo no geral uma 





















Figura 1: Representação esquemática da clivagem proteolítica que ocorre na DA. Adaptada de [12] 
 
Os monómeros de Aβ polimerizam formando oligómeros, sendo estes últimos considerados as 
espécies intermediárias com maior grau de toxicidade [12]. Estes possuem uma morfologia 
esférica e, por sua vez, originam protofibrilas que se distinguem dos oligómeros pela sua 
forma alongada e linear, não sendo tão simétricas como as fibrilas às quais irão dar origem 
[13]. As fibrilas são consideradas biomarcadores desta patologia sendo a espécie final da via 
fibrilogénica e são caracterizadas por possuírem uma morfologia longa, fina e muito regular 
[13]. Este mecanismo, denominado mecanismo de nucleação (Figura 2), é influenciado quer 











Figura 2: Mecanismo de nucleação. Imagem adaptada de [14] 
 
1.2 Transtirretina 
1.2.1 Características da Transtirretina 
A transtirretina (TTR) é codificada por um gene localizado no cromossoma 18. É uma proteína 
homotetramérica, ou seja, é constituída por quatro subunidades iguais, com um peso 
Degradação no proteossoma 
40-42 







molecular global de 55 kDa e cujas subunidades têm um peso molecular de 14 kDa cada. As 
subunidades têm uma estrutura secundária de β-sandwich com quatro folhas β entrançadas 
(Figura 3) [7]. Duas folhas β antiparalelas interagem entre si por ligações intermoleculares 
originando um dímero. Entre dímeros são estabelecidas ligações hidrofóbicas e ligações por 
pontes de hidrogénio que permitem a formação do tetrâmero [7]. Contudo, o tetrâmero é 
uma espécie instável podendo dar origem aos monómeros que o constituem ou podendo 

















1.2.2 Funções e biossíntese da Transtirretina 
A TTR tem como principal função realizar o transporte da tiroxina (T4) e do retinol, sendo 
este último transportado através da associação com a proteína de ligação ao retinol (RBP). O 
transporte é executado no plasma e no líquido cefalorraquidiano (CSF) dependendo do local 
de síntese da TTR [16]  
Caso seja sintetizada no fígado, pelos hepatócitos, então pode ser encontrada no plasma, se 
for sintetizada no plexo coróide do cérebro então a sua função de  transporte é exercida no 
CSF (Figura 4), no qual representa 25% das proteínas que aqui se encontram e onde foi 
identificada, pela primeira vez, em 1942 [16,17]. A TTR é uma das proteínas mais abundantes 
do plasma com uma concentração de 160–350 mg/L e possui um tempo de meia-vida no 
sangue de 48h [18]. Além da sua função de transporte, a TTR tem outras funções 
nomeadamente como neuroprotetora e moduladora, já que previne a toxicidade do péptido 
Aβ e modula os seus níveis nas células neuronais [16]. A TTR tem a capacidade de sequestrar 
o péptido Aβ, através da sua ligação a domínios específicos encontrados neste péptido 
impedindo a sua agregação. No entanto a TTR também consegue quebrar fibrilas já formadas 
de péptido Aβ e a inibição da fibrilinogénese é alcançada pela ligação do tetrâmero da TTR 







aos monómeros de Aβ. Tanto o tetrâmero como os monómeros ligam-se, por sua vez, aos 
oligómeros de Aβ [19,20]. Assim quando ocorre uma diminuição da concentração da TTR, a 
quantidade de depósitos de Aβ aumenta significativamente, enquanto que se a TTR se 
mantiver em níveis constantes esse aumento não ocorre e, consequentemente a formação de 
fibrilas também sofrerá uma redução [11,21]. Para além disso, em doentes com DA, os níveis 
da TTR encontram-se significativamente mais baixos em comparação com os níveis de uma 


















1.3 Diagnóstico e Tratamento da doença de Alzheimer 
A DA pode ser diagnosticada através de alguns métodos, apesar de não serem totalmente 
rigorosos, como a realização de um exame do estado mental (Mini-mental state examination – 
MMSE) que se trata de um questionário que permite avaliar os danos cognitivos; a deteção da 
proteína Tau e do péptido Aβ no CSF através do teste de ELISA; ou a tomografia por emissão 
de positrões (Positron emission tomography – PET) para avaliar a existência de placas 
amilóides no cérebro do paciente [24]  
Em relação ao tratamento, existem duas classes de fármacos disponíveis para o tratamento da 
DA: inibidores da acetilcolinesterase e a memantina (inibidor de receptores glutamatérgicos), 
mas estes fármacos só promovem o melhoramento dos sintomas por um curto período de 
tempo (6-8 meses) [2]. Por este motivo, estão em desenvolvimento estratégias terapêuticas 
para a doença em modelos animais como a administração de anticorpos específicos para os 
oligómeros de Aβ de modo a evitar a sua agregação; utilização de compostos que modulam ou 
interferem na produção do péptido Aβ [21,24] administração de compostos que promovem um 
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Figura 3: Representação esquemática da síntese da TTR pelos hepatócitos e pelas células do plexus coróide, 
com posterior libertação e eventual perda da conformação tridimensional ocasionando a amiloidogénese. 






viabilidade ao nível do cérebro humano. A maioria destes compostos utilizados nas terapias 
anteriormente descritas, são péptidos de tamanho reduzido, com uma elevada especificidade 
e afinidade e uma reduzida toxicidade [21,24]. Todavia, a utilização destes péptidos 
apresenta algumas desvantagens como o seu curto tempo de meia-vida; a dificuldade ao nível 
da entrega às células [21] e apenas têm a capacidade de aliviar os sintomas não estagnando a 
progressão da doença [26]. 
 
 
1.4 Terapia Génica: Uma abordagem alternativa no tratamento 
da doença de Alzheimer 
1.4.1 Terapia Génica 
A terapia génica é considerada uma estratégia promissora quer para o tratamento de doenças 
causadas por deficiências genéticas, quer no tratamento e prevenção de outros tipos de 
doenças, incluindo doenças neurodegenerativas como a DA [26]. 
A terapia génica tem sido exaustivamente estudada para avaliar a sua aplicabilidade a 
diversas patologias, sendo de destacar as doenças neurodegenerativas e, principalmente, na 
doença de Alzheimer com quatro tipos de alvos: neurotrofinas que promovem a atividade 
sináptica neuronal; enzimas responsáveis pela degradação do Aβ; proteínas transportadoras 









Tabela 1: Sumário de estudos de terapia génica na DA. Adaptada de: [23] 
Proteína Função na DA Terapia Local de 
expressão 
Efeito verificado após a 
expressão da proteína 
codificada no gene 
inserido no vetor 
Referência 
 
Fator de crescimento do 
nervo (NGF) 
Neurotrófica e promoção 
da atividade sináptica 
Construção de vetores retrovirais 
com o cDNA do NGF e transfeção de 
fibroblastos que são, posteriormente, 
inseridos no cérebro de animais, 
promovendo a expressão da proteína 
diretamente no local 
Fibroblastos Melhorias Cognitivas [27] 
Proteção contra a atrofia 
do cérebro 
[28] 




Recuperação após lesões [30] 
Melhorias Cognitivas [31] 
Melhorias na memória [32] 
Construção de um plasmídeo tendo 
como insert o gene que codifica para 
o NGF. Como vetor foi usado um 
vírus adeno-associado, que foi 
seguidamente, injetado no cérebro 
dos  animais. 




derivado do cérebro 
(BDNF) 
Neurotrófica e promoção 
da atividade sináptica 
Construção de um lentivírus com o 
gene que codifica para o BDNF e, 
posterior injeção no cérebro de 
animais. 
Córtex Melhorias Cognitivas [34] 
Cinase associada à Rho 
(ROCK) 
Efetor da GTPase Rho 
responsável pela 
Utilização de RNA de interferência 












sobrevivência celular e 
Regeneração Axonal 
foi nanoencapsulado em PEI e 
injetado no cérebro de animais. 
Neprilisina (NEP) Degradação do Aβ e 
Neuprotetora 
Construção de um plasmídeo que 
inclui o cDNA da NEP e inserção num 
vírus adeno-associado. Este foi 
injetado no cérebro de animais. 
Hipocampo Redução de Aβ solúvel e o 
seu transporte 
[36] 
Redução do transporte de 
Aβ e melhoria 
comportamental 
[37] 
Redução de Aβ solúvel e o 
seu transporte e melhoria 
da memória 
[38] 
Construção de um plasmídeo cujo 
insert era o cDNA da NEP e colocação 
num lentívirus. Este foi injetado no 
cérebro dos animais. 
Corrente 
Sanguínea 
Redução do transporte de 
Aβ 
[39] 
Apolipoproteína E (ApoE) Metabolismo de 
lipoproteínas e transporte 
do Aβ 
Utilização de lentivírus como vetor 
de expressão da ApoE injetado 
diretamente no cérebro dos animais 
Hipocampo Redução dos níveis de Aβ 
e do seu transporte 
[40] 
APP Síntese de Aβ Construção de um short hairpin RNA 
(shRNA) com o gene que codifica 
para a APP utilizando como vetor o 
Vírus Herpes Simplex e injeção no 
cérebro dos animais. 









1.4.2 Vetores de expressão 
Vetores de expressão são biomoléculas ou vírus que têm a capacidade de transportar DNA 
exógeno que codifica para uma determinada proteína. Estes vetores são inseridos em 
hospedeiros que replicam, transcrevem e traduzem esses fragmentos de DNA em proteínas 
promovendo a sua expressão, por este motivo são muito usados na terapia génica, pois essa 
expressão pode auxiliar no tratamento de determinadas patologias [42]. Os vetores são 
subdivididos em dois grupos principais: virais e não-virais [43]. 
 
1.4.3 Vetores Virais 
Vetores virais são aqueles cuja construção tem por base um vírus. Existem cinco grupos 
principais: adenovírus, adeno-associados (AAV), retrovírus, lentivírus e vírus herpes simplex 
(HSV) [44]. Estes vetores têm sido os mais usados na terapia génica devido ao facto de 
possuírem uma elevada eficiência de transfecção e promoverem uma expressão mais 
duradoura. No entanto possuem algumas desvantagens como o transporte de uma quantidade 
reduzida de material genético e efeitos indesejáveis como toxicidade, imunogenicidade e 
mutagénese [43]. As características destes vetores estão sumariadas na tabela 2 bem como as 











Tabela 2: Característica s gerais dos vetores virais [45–49]
 Tipo de Vetores Virais 
Adenovírus AAV Retrovírus Lentivírus HSV 
Material Genético dsDNA ssDNA RNA RNA dsDNA 
Tipo de Células que infeta Células em 
divisão ou não 
Células em divisão 
ou não 
Só células em 
divisão 
Células em 
divisão ou não 
Células em divisão ou não 
incluindo neurónios 
Tamanho do fragmento (gene) 
que pode ser inserido (kb) 
7-8 < 5 8 8 30-50 
Integração no genoma do 
hospedeiro ou Epissomal 
Epissomal Epissomal ou 
Integrado 
Integrado Integrado Epissomal 
Duração da expressão Baixa Elevada Elevada Elevada Elevada 
























Elevada eficiência de transfecção já que algumas proteínas à sua 
superfície se conseguem ligar a recetores existentes na 
superfície da célula 
 
Indicados para o tratamento de doenças que só necessitam de 
uma expressão mais transiente e não tão prolongada 
Não há integração no genoma do hospedeiro o que origina uma 
expressão génica transiente 
 
Desencadeia respostas imunológicas o que contribui para a expressão 











Não é patogénico nem desencadeia respostas imunológicas 
 
Tem a capacidade de produzir uma expressão eficiente e 
duradoura em diferentes tipos de células 
Produção em larga escala não é possível 
 
A integração no genoma do hospedeiro pode ser aleatória podendo 
originar problemas mutagénicos 
 
Pode não apresentar ação se os doentes sujeitos ao tratamento já 
tiveram contato prévio com o vírus 
 

















Elevada eficiência de transfecção já que ocorrem interações 
entre o seu envelope e recetores existentes na superfície da 
célula 
 
Não consegue infetar células que não se encontrem em divisão, 
por esse motivo o seu uso em neurónios não é possível 
 
A sua integração no genoma do hospedeiro pode ser aleatória 







Não produz uma resposta imunológica significativa 
 
Possui uma elevada expressão em muitos tecidos 









Consegue estabelecer um período de latência em alguns tipos de 
células o que é vantajoso se se pretender uma expressão mais 
duradoura 







1.4.4 Vetores não-virais 
Os vetores não-virais são vetores que, em oposição aos anteriores, não baseiam a sua 
estrutura em vírus. Neste grupo incluem-se os cosmídeos, cromossomas artificiais e os 
plasmídeos [50]. 
Os cosmídeos são vetores híbridos provenientes da junção de plasmídeos e fagos, ou seja, 
tratam-se de plasmídeos aos quais se juntou a sequência cos do fago λ. Esta sequência 
permite a inserção de um insert com um tamanho maior. O seu manuseamento e 
comportamento no interior da célula é igual ao do plasmídeo mas com a capacidade de 
infeção do fago [50].  
Relativamente aos cromossomas artificiais, são vetores que mimetizam a construção natural 
dos cromossomas possuindo telómeros, centrómeros além de terem uma origem de replicação 
e marcadores de seleção. Existem dois tipos de cromossomas artificiais: BAC (Bacterial 
Artificial Chromosome) e YAC (Yeast Artificial Chromosome) [50]. 
Os plasmídeos são moléculas de DNA circulares extracromossomais que não são essenciais à 
sobrevivência e viabilidade da célula, mas que lhe podem conferir características vantajosas. 
Estes são os vetores mais utilizados na engenharia genética, devido às suas características e 
vantagens (Tabela 4) [51]. Estrutural e funcionalmente, os plasmídeos são constituídos por 
duas regiões: a região bacteriana onde se inclui a origem de replicação, um gene de 
resistência a antibiótico denominado marcador de seleção, e a região ou unidade 
transcripcional na qual estão inseridos um promotor eucariótico e um local de múltipla 
restrição que permite a inserção do gene de interesse, através da utilização de enzimas de 












Figura 4: Representação do plasmídeo pCAG-GFP, com o local de múltipla restrição (XbaI; EcoRI; KpnI; 
XmaI; SmaI; AgeI; NotI; MscI; BgIII; HindIII; StuI; FspI; SpeI), o gene de resistência à ampicilina, os 
primers que podem ser usados para a sua sequenciação (pCAG_F_primer; M13_reverse_primer) e ainda 








Tabela 4: Tamanhos de fragmento (gene) que podem ser inseridos nos vetores não-virais e respetivas 
vantagens e desvantagens [50] 
 
 
1.4.5 Obstáculos na terapia génica 
Apesar da terapia génica ser bastante estudada existem certos aspetos que ainda dificultam a 
sua utilização e aplicação, nomeadamente a forma de entrega da molécula terapêutica ao 
alvo. 
Para ultrapassar o obstáculo da entrega da molécula alvo é necessário ter em conta algumas 
premissas, como a escolha do mecanismo de distribuição já que este influenciará o tipo, a 
duração e, inclusive, o efeito que um determinado tratamento terá no organismo [43]. Então, 
como descrito anteriormente, nesta etapa recorre-se ao uso dos vetores de expressão que 
possuem na sua constituição o gene de interesse. Estes vetores conseguem entrar para a 
célula com auxílio de técnicas físicas. No caso de o estudo ser realizado in vitro os métodos 
mais usados são a eletroporação ou choque térmico. Ambos têm a capacidade de 
desestabilizar a membrana abrindo poros que permitem a entrada do material genético que 
se pretende na célula [43]. No caso de o estudo ser realizado in vivo, as técnicas mais usadas 




 Tipo de Vetores Não-Virais 







47 kb 300 kb 40 – 50 kb < 10 kb 
Vantagens Eficientes 
Específicos 
Mimetizam a construção natural dos 
cromossomas 
O seu manuseamento é simples 
A sua construção é económica 
Rapidez na obtenção do 
produto final 






Dificuldade na sua construção 
Difíceis de manusear já que são 
instáveis 
A sua construção é dispendiosa 
Não possuem uma grande 







Tabela 5: Métodos de transfecção usados in vivo 
 
 
Porém, as técnicas físicas nem sempre são eficazes já que tanto o DNA como a célula têm 
cargas negativas na sua superfície repelindo-se. No caso do DNA essas cargas negativas são 
conferidas pelos grupos fosfato enquanto que na célula são conferidas devido à presença de 
peptidoglicanos. Além desta barreira de entrada na célula, que dificulta a real aplicação 
terapêutica da terapia génica, in vivo existem outros obstáculos relacionados com a 
estabilidade, manutenção da integridade e função do DNA, uma vez que há a possibilidade de 
degradação do material genético por endonucleases ou por deteção pelo sistema imunitário, 
pode ocorrer a sua eliminação rápida por excreção renal e deve ser considerada a saída da 
corrente sanguínea para os tecidos-alvo e o escape dos endossomas (Figura 6). Assim sendo 
para facilitar a entrega do vetor à célula-alvo e aumentar a sua biodisponibilidade foram 

















Método Vantagens Desvantagens Referências 
Injeção Simples e seguro 
 
Expressão da proteína por um 
longo período de tempo 
Níveis de expressão do gene 
demasiado baixos para ser 
aplicado em humanos 
[54] 
Eletroporação Aumenta significativamente a 
expressão do gene 
O campo elétrico pode causar 





A energia libertada pelos 









































1.4.6 Estratégias de Entrega dos vetores à célula 
Os compostos usados na preparação de sistemas de entrega de ácidos nucleicos podem incluir 
péptidos, lípidos ou polímeros [57]. Como o DNA é uma molécula carregada negativamente 
devido aos grupos fosfato que o constituem, os compostos aos quais ele vai ser associado 
devem possuir carga oposta fornecida pelas aminas e, por esse motivo, tratam-se de 
compostos catiónicos. Esta junção de cargas opostas irá condensar, aumentar o tempo de 
circulação e proteger o DNA da degradação por nucleases, já que o DNA está fortemente 
ligado ao polímero permitindo uma rápida movimentação até à célula-alvo [44,56,58]. 
Os lípidos catiónicos são caracterizados por três componentes: um grupo catiónico, uma 
cauda hidrofóbica e um grupo ligado entre estes domínios. Estes lípidos conseguem interagir 
espontaneamente com o DNA formando lipoplexos. Existem diversos lípidos que são usados 
sendo os mais comuns: DOTMA, DOSPA, DOTAP e DMRIE [47,54,56,59,60]. 
A formação destes complexos tem algumas vantagens como uma produção simples e 
económica, elevada capacidade de transporte de ácidos nucleicos e uma elevada eficiência 
Entrega sistémica 
Endonucleases 







Figura 6: Representação esquemática das barreiras que o vetor tem que ultrapassar até chegar à célula 
alvo, in vivo. O vetor tem que passar para a corrente sanguínea e evitar a degradação pelas endonucleases 
e a deteção por parte do sistema imunitário (aqui representado pelo macrófago). Posteriormente, tem que 
extravasar para a matriz extracelular onde é reconhecido por recetores existentes na superfície celular 
ocorrendo a endocitose. Entretanto tem que sair do endossoma de modo a alcançar o núcleo da célula onde 






Figura 7: Estrutura do quitosano (CS). Adaptada de [58] 
de transfecção in vitro. Contudo também possuem muitas limitações como uma reduzida 
eficiência de transfecção in vivo, já que a sua carga positiva pode promover interações com 
proteínas existentes no soro levando à sua opsonização, uma reduzida estabilidade que 
provoca uma rápida excreção e o facto de promoverem respostas imunológicas, uma vez que 
são citotóxicos [47,54,56,59,60]. 
Os polímeros catiónicos são também alvo de estudo devido à enorme diversidade química e ao 
seu potencial de funcionamento. Estes compostos formam complexos eletrostáticos com o 
DNA, denominados poliplexos, que podem ser entregues às células e subdividem-se em dois 
grupos: naturais e sintéticos [47,54,56,59,60]. Entre os diversos compostos catiónicos naturais 
é de evidenciar, o quitosano (CS). Nos compostos catiónicos sintéticos incluem-se a poli-L-
Lisina (PLL), os dendrímeros e o polietilenimina (PEI) [47,54,56,58–60]. 
O CS é um composto obtido por desacetilação da quitina existente no exoesqueleto dos 
artrópodes, sendo insolúvel a pH neutro ou básico. Em ambiente ácido os grupos amina ficam 
carregados positivamente conferindo uma elevada densidade de carga ao composto, por esse 
motivo a eficiência de transfecção irá ser dependente quer da sua carga quer do pH do meio 
[47,54,56,57,59,60]. 
Existem dois tipos de CS (Figura 7) que diferem o peso molecular, sendo por isso designados 
de elevado peso molecular (HMW) e de baixo peso molecular (LMW). O primeiro promove um 
aumento da ligação ao DNA e da expressão do gene, originando uma transfecção mais eficaz. 
No caso do LMW CS ocorre uma rápida dissociação do complexo catiónico entre o polímero e o 








O PLL é um homopolipéptido do aminoácido lisina. Contudo na ausência de um composto 
disruptor lisossomal, o PLL tem uma baixa atividade de transfecção já que a pH fisiológico os 
seus grupos amina encontram-se carregados positivamente e por esse motivo tem uma baixa 
capacidade de tamponar o endossoma e, consequentemente, de promover lise para induzir a 
libertação do material genético [56]. No caso dos dendrímeros, estes são compostos de 
tamanho reduzido, ramificados e simétricos. São constituídos por três segmentos distintos: 
núcleo central, unidades ramificadas e os grupos terminais, em que os dois primeiros vão 
definir a sua solubilidade [54]. 
O PEI (Figura 8) é um polímero sintético com uma elevada densidade de carga a pH baixos o 
que facilita a condensação do DNA e escape do endossoma. Este polímero também existe sob 
duas formas: elevado peso molecular (HMW) e baixo peso molecular (LMW) [56]. O HMW-PEI 






Figura 5: Representação esquemática da estrutura do polímero polietilenimina (PEI). Adaptada de [58]. 
mediana, mas devido à sua elevada densidade de carga desestabiliza, por despolarização, as 
membranas mitocondriais. O LMW-PEI, por outro lado, possui uma reduzida densidade de 











Como os policatiões são formados a partir da repetição de uma certa unidade estrutural, 
podem ser facilmente manipulados de modo a alcançar uma eficiência maior e uma melhor 
entrega sem perda de atividade nem estabilidade. Muitos poliplexos têm uma eficiência de 
transfecção e sensibilidade superior aos lipoplexos [47,54,56,59,60]. De facto, este tipo de 
sistemas possui diversas vantagens, nomeadamente a maior capacidade de condensação do 
DNA, protegendo-o da degradação por nucleases, a facilidade de manipulação de modo a 
transfectar um tipo de célula específico de uma maneira rápida e promovendo uma expressão 
génica mais duradoura e a reduzida imunogenicidade. Porém possui também desvantagens 
significativas. Á semelhança dos lipoplexos a sua eficiência de transfecção in vivo é reduzida 
devido à sua carga superficial positiva e são compostos citotóxicos [47,54,56,59,60]. 
A complexação dos ácidos nucleicos tanto com os lipoplexos como com os poliplexos pode 
resultar na formação de nanopartículas [44,56]. Porém, além das nanopartículas existem 
outros tipos de sistemas de entrega como as nanoesferas, nanogéis, nanosuspensões, 
















Nanoesferas Matrizes poliméricas densas nas quais o composto (fármaco ou vetores) é disperso e são preparadas por polimerização de emulsão. Constituídas por um 
núcleo sólido com uma matriz polimérica densa 
Nanogéis Redes de polímeros cruzados que combinam cadeias poliméricas iónicas e não-iónicas. 
São preparados usando um método de evaporação do solvente emulsificador. 
Dilatam em água e têm a capacidade de incorporar biomoléculas (oligonucleótidos, DNA) ou fármacos de baixo peso molecular. 
 
Nanosuspensões Partículas transportadoras de fármacos ou vetores, estabilizadas por misturas de lípidos 
Nanomicelas Estrutura com um núcleo hidrofóbico e superfície hidrofílica. 
O núcleo transporta uma quantidade significativa de compostos (vetor, fármacos) prevenindo a sua libertação prematura ou degradação. 
A superfície estabiliza a nanomicela e impede que os compostos que transporta criem ligações com as proteínas do soro ou células que não as células 
alvo. Assim que atinge a célula alvo os compostos são libertados por difusão 
Nanotubos de 
Carbono 
Partículas que transportam tanto fármacos como vetores. 







1.4.7 Mecanismo de entrega de vetores de expressão 
Após a administração, as nanopartículas vão interagir com a superfície das membranas 
celulares devido à existência de cargas opostas. Após a adsorção ocorre o processo de 
endocitose onde ocorre a internalização das nanopartículas [58]. Todo o processo de 
transfecção depende não só das cargas como também da estrutura, tamanho e peso molecular 
das nanopartículas [58]. A estrutura do polímero que origina a nanopartícula vai influenciar a 
sua migração na corrente sanguínea e a especificidade para a célula-alvo já que pode ser 
modificada de modo a evitar interações com as proteínas existentes no soro ou serem 
adicionados componentes (ligandos) que permitem um reconhecimento específico da célula-
alvo, interagindo com os recetores existentes na sua superfície. Relativamente ao tamanho e 
peso molecular, ambos influenciam a entrada na célula visto que a endocitose só ocorre para 
compostos com um reduzido tamanho, por esse motivo, é aconselhável que o tamanho das 
nanopartículas seja aproximadamente entre 100 nm-300 nm [56,59,62]. 
Depois da endocitose, a célula redireciona as partículas endocitadas para os lisossomas para 
serem degradadas. Os endossomas têm a capacidade de se fundir com estes organelos, o que 
implica que quando o poliplexo se encontra no interior do endossoma pode ser degradado, 
sendo por isso crucial que este se consiga libertar. Uma das formas de promover essa 
libertação é usando um policatião que seja parcialmente protonado a pH neutro, como o PEI. 
Este composto possui azotos que só são protonados aquando a redução do pH promovendo um 
influxo de iões cloreto que, seguido de inchaço osmótico, irão provocar a rutura do 
endossoma [59,62]. As nanopartículas libertam-se do endossoma para o citosol, rico em 
nucleases, iniciando-se o transporte para o núcleo. Caso o poliplexo possua um peso 
molecular de, aproximadamente, 40 kDa ou 9 nm de diâmetro consegue atravessar o envelope 
nuclear através dos complexos de poros nucleares por difusão passiva. Caso sejam maiores 
então a estrutura do policatião terá que ser alterada de modo a conter péptidos sinalizadores 
que permitam essa entrada [62]. A dissociação do vetor do policatião pode ocorrer tanto no 
citosol como no núcleo, sendo mais seguro neste último visto que o policatião protege o DNA 
da degradação por nucleases [62]. 
 
1.4.8 Sistemas de entrega e a doença de Alzheimer 
O tratamento da DA terá que incidir no órgão que é mais afetado por esta patologia, o 
cérebro. No entanto, existe uma grande dificuldade em fazer com que qualquer tipo de 
terapia o alcance facilmente e exerça a sua função devido à existência da Barreira Hemato-
Encefálica (BBB) [63]. 
A BBB localiza-se entre a corrente sanguínea e o cérebro e tem como funções principais a 
manutenção da homeostasia no cérebro e a sua proteção contra agentes patogénicos e 






seletividade para a passagem de determinadas moléculas para o parênquima. Este processo é 
baseado nas características estruturais, físico-químicas e bioquímicas dessas moléculas 
[63,64]. Assim, a BBB restringe a entrada de solutos para o cérebro pela via transcelular 
devido ao aumento da resistência elétrica entre as células endoteliais e as junções apertadas. 
Estas junções são extremamente importantes já que exercem funções cruciais na BBB: 
restrição quase total da via paracelular; reforço da passagem transendotelial controlando a 
passagem para o CNS; associação com sistemas de entrega de solutos hidrofílicos essenciais ao 
cérebro como os nutrientes; expressão de recetores, transportadores e enzimas à superfície 
permitindo que a BBB funcione como uma interface dinâmica entre o sangue e o cérebro 
[63,64]. 
A BBB permite a passagem de nutrientes essenciais, hormonas e vitaminas e degrada 
enzimaticamente alguns péptidos e neurotransmissores. As moléculas de tamanho reduzido e 
lipofílicas conseguem passar através dos capilares mas aquelas que são carregadas, de grande 
tamanho ou hidrofílicas requerem o auxílio de proteínas ou recetores [63,64]. Porém, esta 
barreira não se encontra presente em redor de todo o cérebro, sendo que os órgãos 
circumventriculares, como a hipófise posterior, não possuem BBB. Estes órgãos encontram-se 
relacionados com a quimiosensação, ajustamento hormonal, ritmo circadiano e regulação dos 
fluídos biológicos. A ausência da barreira auxilia na manutenção das caraterísticas cerebrais 
internas através da monitorização da composição do sangue e ativando feedbacks se 
necessário [63,64]. 
Os mecanismos de transporte através da BBB podem ser manipulados para a entrega de 
fármacos ou vetores, para tal é necessário que o composto que se pretende que alcance o 
cérebro tenha determinadas características como: tamanho reduzido, ser lipofílico e 
compacto. Então os compostos que podem ser usados para promover a entrada e passagem 
através da BBB podem ser compostos modificados com ligandos que vão formar uma ligação 
com receptores específicos existentes na BBB [63–65]. Já foram realizados estudos nos quais 
se recorre às nanopartículas como sistema de entrega de compostos, nomeadamente 
rivastigmina e tacrina fármacos que melhoram a condição cognitiva e comportamental de 
doentes com DA. Estes compostos possuem eficácia clínica limitada e efeitos secundários, e 
recorrendo ao nanoencapsulamento é possível aumentar significativamente a sua 
concentração no cérebro dos doentes [66]. Um outro exemplo é a administração de 
curcuminóides, que são compostos obtidos a partir da curcumina (componente ativo do 
açafrão-da-índia) que reduzem a toxicidade associada aos agregados do péptido Aβ mas são 
facilmente hidrolisado e oxidados, pelo que quando se encontram no interior das 









1.5 Processo biotecnológico na preparação de vetores para 
terapia génica 
O processo biotecnológico para obtenção de um vetor de expressão com aplicação em terapia 
génica inicia-se com a construção do vetor, utilizando diferentes enzimas de restrição que 
irão atuar no local de múltipla clonagem. Estas enzimas promovem a clivagem do plasmídeo e 
do gene de interesse em locais específicos, permitindo a posterior ligação de ambos, 
recorrendo a uma ligase. Concluída a construção do vetor, é necessário que este se replique 
de modo a se obter uma elevada quantidade de material genético, através de um processo 
denominado fermentação, no qual a bactéria, previamente transformada com o plasmídeo, é 
semeada em placas e, posteriormente, colocada em meio líquido para que possa crescer e 
atingir um determinado patamar de crescimento. O processo biotecnológico mais usual para a 
produção recombinante de plasmídeos utiliza como sistema hospedeiro a bactéria Escherichia 
coli [68–71]. 
E. coli é uma bactéria gram-negativa que é muito utilizada em engenharia genética devido às 
vantagens que apresenta, como o seu crescimento rápido em meios pouco dispendiosos, a 
simplicidade de manuseamento e manutenção, bem como o facto de ser uma bactéria cujas 
características genéticas e metabólicas se encontram bem estabelecidas. No entanto possui, 
também, algumas desvantagens, já que não secreta as biomoléculas produzidas para o 
ambiente extracelular e é incapaz de glicosilar proteínas ou formar pontes dissulfito que são 
fatores essenciais na produção de proteínas [68,69]. Existem diversas estirpes que foram 
desenvolvidas com o objetivo de minimizar essas desvantagens, sendo a mais utilizada a 
DH5α, uma vez que se trata de uma estirpe que tem a capacidade de produzir o composto 
que se pretende numa quantidade elevada. 
Para a recuperação do vetor, e após a replicação do material genético de interesse, realiza-se 
o processo de lise alcalina. Este processo é o mais usado já que além de ser mais simples e 
económico é aquele com o qual se obtém um maior rendimento de produto final, neste caso 
de plasmídeo. E, finalmente, é imperativo que o DNA seja purificado de modo a remover 
compostos indesejáveis, como proteínas, ácidos nucleicos ou endotoxinas provenientes do 
hospedeiro. O processo de purificação pode ser realizado através de diversas técnicas, sendo 
a maioria baseada em processos cromatográficos, como cromatografia de exclusão molecular, 
cromatografia de troca aniónica, cromatografia de interação hidrofóbica e cromatografia de 
afinidade [72]. Após a purificação, a amostra de DNA é sujeita a uma avaliação da pureza, na 
qual é avaliada a aparência (incolor e limpa) e homogeneidade da amostra (>97%), sendo 
quantificados os níveis de contaminantes como proteínas (não detetáveis, ou <3 µg/mg pDNA 
no método BCA); RNA (não detetável num gel de agarose de 0,8%); gDNA (<2 µg/mg 
plasmídeo, PCR) e endotoxinas (<10 EU/mg plasmídeo, método LAL). Todos estes parâmetros 
têm que se enquadrar nos valores estabelecidos pelas agências reguladoras, para que o DNA 






Posteriormente, o DNA deve ser sujeito a uma sequenciação de modo a garantir que tanto a 
sequência do vetor como a do gene de interesse se mantêm inalteradas. 
Uma vez purificado e sequenciado, o plasmídeo tem que ser inserido num sistema de entrega 
para que possa ser transfectado nas células alvo, para isso recorre-se às nanopartículas. Após 
o nanoencapsulamento este encontra-se nas condições ideias para ser inserido nas células 



















Assim, este projeto tem como principais objetivos a construção de um vetor de expressão da 













Figura 6: Processo de produção de um vetor com a finalidade de ser usado em células eucarióticas. 






Capítulo 2- Objetivos 
 
 
Tendo em conta que a Transtirretina é uma proteína que se encontra envolvida na doença de 
Alzheimer podendo, devido às suas funções, amenizar os sintomas ou até impedir a sua 
progressão, pretende-se, neste estudo, construir um vetor que codifique para a TTR e 
desenvolver um sistema de entrega, considerando a potencial aplicação terapêutica . Assim 
sendo, este estudo tem como principais objetivos: 
 Construção de um vetor de expressão da TTR utilizando, para tal, as técnicas de 
clonagem; 
 Produção e isolamento do vetor a partir de um hospedeiro recombinante; 
 Criação de um sistema de entrega para a transfecção; 
 Transfecção de células pertencentes a uma linha celular de neurónios seguida de 








Capítulo 3- Materiais e Métodos 
3.1. Reagentes e equipamento 
A triptona, o extrato de levedura e o SDS foram obtidos da Himedia (Mumbai, Índia). O 
glicerol e o ácido acético glacial foram obtidos da JMGS (Odivelas, Portugal). O 
polietilenimina (PEI), a resazurina e o Tris foram obtidos da Sigma Aldrich (Sintra, Portugal). 
O metanol foi obtido da VWR (Carnaxide, Portugal). A T4 DNA ligase, a enzima de restrição 
NotI e a BSA foram obtidas da Takara Bio Inc. (Shiga, Japão). A enzima de restrição EcoRI, o 
marcador de pesos moleculares NZY DNALadder VIII, o GreenSafe Premium e o kit comercial 
NZYMAxiprep foram obtidos da NZYTech (Lisboa, Portugal). Os primers utilizados foram 
obtidos da STAB VIDA (Caparica, Portugal). A master mix para o PCR foi obtida da Kapa 
Biosystems (Wilmington, MA, EUA). A acrilamida foi obtida da Biorad (Amadora, Portugal). O 
FBS (Soro fetal de bovino) foi obtido da Biochrom AG (Lisboa, Portugal). O Opti-MEM® I, o 
anticorpo primário para a β-actina e o RPMI 1640 foi obtido da Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, MA, EUA). O LB-Agar foi obtido da Pronadisa (Basel, Suiça). O anticorpo primário 
para a TTR foi obtido da Dako (Glostrup, Dinamarca). Os anticorpos secundários anti-mouse e 
anti-rabbit foram obtidos de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, Texas, EUA). O kit 
comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System foi obtido da Promega (Carnaxide, 
Portugal). A agarose foi obtida da Hoefer (San Francisco, CA, EUA). O ECL foi obtido da 
Advansta (Menlo Park, CA, EUA). O agitador orbital usado foi o Agitorb 200 da Aralab 
(Albarraque, Portugal). O NANOPhotometer usado era da Implen, Inc. (Westlake Village, CA, 
EUA), e o Shimadzu UV–Vis 1700 spectrophotometer da Shimadzu (Makati, Filipinas). Foi usado 
um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). O sistema usado para a 
revelação dos géis de agarose foi o sistema Vilber Lourmat da ILC Lda (Lisbon, Portugal). 
 
3.2 Construção do vetor de expressão pCAG-hTTR 
Inicialmente o vetor pGBKT7-hTTR foi sequenciado de modo a garantir que a sequência do 
gene da TTR se encontrava correta. Após sequenciação e confirmação da sequência de 
interesse, este vetor foi sujeito a uma digestão com as enzimas de restrição EcoRI e NotI. A 
digestão decorreu durante 2h num banho termostatizado com uma temperatura de 37ºC. Após 
a digestão, as enzimas de restrição foram inativadas sujeitando-as a uma temperatura de 
65ºC durante 20 min. 
Posteriormente procedeu-se à ligação do fragmento correspondente ao cDNA da TTR retirado 
do vetor pGBKT7-hTTR ao vetor pCAG-GFP que foi previamente digerido com as mesmas 
enzimas de restrição e sob as mesmas condições. Esta ligação foi efetuada recorrendo-se à T4 







Realizou-se um PCR utilizando a master mix da Kapa e primers complementares à sequência 
do vetor pCAG (primer forward T7/HA introd.: 5’ AAAATTGTAAATGGCC 3’; primer reverse 
M13: 5’ CAGGAAACAGCTATGACC 3’) (Figura 10) seguindo o esquema de ciclos: 95ºC durante 3 
min, 35 x (95ºC durante 15 seg; 56ºC durante 15 seg; 72ºC durante 5 seg), 72ºC durante 1 min 















Figura 7 Representação do plasmídeo pCAG-GFP, com o local de múltipla restrição (XbaI; EcoRI; KpnI; 
XmaI; SmaI; AgeI; NotI; MscI; BgIII; HindIII; StuI; FspI; SpeI), o gene de resistência à ampicilina, os 
primers que podem ser usados para a sua sequenciação (pCAG_F_primer; M13_reverse_primer) e ainda 
um gene que codifica para a EGFP que é uma proteína fluorescente [53] com ampliação no local da 
clonagem. 
 
Procedeu-se a uma nova digestão com as enzimas de restrição anteriormente usadas e sob as 
mesmas condições, seguida de uma eletroforese horizontal usando um gel de agarose 1,0 % 
com GreenSafe Premium para confirmar a presença do insert no vetor pCAG-GFP através da 
visualização de uma banda correspondente ao seu peso molecular (441 bp). 
 
3.3 Replicação do vetor pCAG-hTTR e sua recuperação 
Com o vetor pCAG-hTTR construído, procedeu-se à transformação de células de E. coli XL1B 
com esse vetor. A transformação foi realizada através do método de choque térmico, ou seja, 
adicionou-se 1 µL de vetor às células competentes e colocaram-se em gelo durante 30 min e, 
seguidamente, num bloco de aquecimento a 42 ºC durante 2 min. 
As células transformadas foram inoculadas numa placa de Petri contendo meio LB 
suplementado com 100 µg/mL de Ampicilina e permaneceram em crescimento “overnight”, a 
37 ºC. Devido ao facto de o meio conter Ampicilina, as células que não adquiriram o vetor não 
sobreviveram, pelo que o crescimento de colónias em placa correspondeu a clones positivos. 






líquido suplementado com 100 µg/mL de Ampicilina. O crescimento decorreu “overnight” a 37 
ºC a 250 rpm no agitador orbital.  
A recuperação e purificação do vetor pCAG-hTTR foi realizada recorrendo ao Kit comercial 
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System, segundo as instruções do fabricante. As amostras 
obtidas dos minipreps foram enviadas para a empresa STAB VIDA para sequenciação de modo 
a garantir a ausência de mutações na sequência do vetor ou do insert. 
 
3.4 Fermentação 
Após a confirmação da sequência clonada, procedeu-se à transformação de células de E. coli 
DH5α competentes, pelo método do choque térmico explicado anteriormente. Após a 
transformação, as células foram inoculadas numa placa de Petri que continha meio LB 
suplementado com 100 µg/mL de Ampicilina e permaneceram em crescimento “overnight” a 
37 ºC. Foram selecionados os clones positivos, como descrito previamente, e uma colónia 
isolada foi colocada em crescimento usando uma placa com meio LB suplementado com 100 
µg/mL de Ampicilina e permaneceu em crescimento “overnight” a 37ºC, para garantir a 
uniformidade genética entre todas as células. Posteriormente, uma colónia foi retirada da 
placa e inoculada em 25 mL de meio LB líquido até atingir uma DO600 de, aproximadamente, 
1,7, sob agitação de 250 rpm e 37 ºC. Nesta fase do crescimento, foi adicionado 30% de 
glicerol com a finalidade de se criar um banco de células transformadas com o vetor.  
As restantes colónias existentes na placa foram sujeitas a uma pré-fermentação, que consistiu 
na sua inoculação em 125 mL de meio Terrific Broth (20 g/L Triptona, 24 g/L extrato de 
levedura, 4 mL/L glicerol, 0,017 M KH2PO4, 0,072 M K2HPO4) líquido suplementado com 100 
µg/mL de Ampicilina num Erlenmeyer de 500 mL que permaneceu em crescimento num 
agitador orbital a 250 rpm e 37 ºC até atingir uma DO600 de, aproximadamente, 2,6. 
Seguidamente, foi retirada uma alíquota da pré-fermentação de modo a garantir que a 
fermentação era iniciada a uma DO600 de 0,2, segundo a equação: 
 
Esse volume foi adicionado a 250 mL de meio Terrific Broth num Erlenmeyer de 1000 mL e o 
crescimento das células foi promovido num agitador orbital a 250 rpm e 37 ºC até atingir uma 
DO600 entre 5-6. As células foram, posteriormente, recuperadas através de centrifugação 
(3900 g, 15 min, 4 ºC) e os “pellets” celulares foram armazenados a −20°C 
 
3.5 Recuperação do vetor de expressão pCAG-hTTR 
O vetor foi recuperado utilizando o kit NZYMaxiprep de acordo com o protocolo do fabricante 
baseado num procedimento de lise alcalina modificado. Após a lise alcalina, o DNA interage 
com a resina de troca aniónica presente na coluna da NZYTech sob baixas concentrações de 






para promover a sua eluição recorre-se a uma solução de concentração de sal mais elevada. O 
vetor é, então, concentrado por precipitação com isopropanol e o “pellet” final é 
ressuspendido em 1 mL de 10 mM Tris-HCl, pH 8,0. A concentração de pDNA foi medida no 
NANOPhotometer, utilizando como branco o tampão 10 mM Tris-HCl, pH 8,0. 
 
3.6 Formação dos poliplexos 
Todos os poliplexos foram formulados usando o método da complexação, considerando as 
concentrações molares de carga positiva, presentes nos grupos amina do policatião (N), e as 
cargas negativas presentes nos grupos fosfatos do DNA (P). 
A solução de DNA foi preparada dissolvendo o DNA em tampão de acetato de sódio (0,1 M 
acetato de sódio/0,1 M ácido acético, pH 4,5) para uma concentração final de 20 µg/mL.  
Foram feitas várias soluções de polietilenimina (PEI) com diferentes ratios (N/P): 1,5; 2; 2,5; 
3; 3,5; 4; 4,5; 5; 7,5 e 12,5. Todas as soluções foram preparadas com tampão de acetato de 
sódio pH 4,5. Como descrito anteriormente por [Pereira, P. et.al, 2012 [57]] um volume fixo 
de solução de policatião (100 µL) de concentrações distintas é adicionado à solução de DNA 
(400 µL). A concentração final de DNA (20 µg/mL) manteve-se constante ao longo de todos os 
processos realizados para a caracterização dos complexos DNA-Policatião. As partículas foram 
formadas por adição da solução de policatião à solução de DNA e com recurso ao vórtex na 
velocidade máxima durante 1 min. Todas as amostras foram incubadas à temperatura 
ambiente durante 15 min e, posteriormente, centrifugadas (10 000 g, 20 min, temperatura 
ambiente). O sobrenadante foi removido e realizou-se a ressuspensão do pellet em 400 µL de 
meio Opti-MEM® I. 
 
3.7 Determinação da eficiência de encapsulação do pCAG-hTTR 
A eficiência de encapsulação (EE) é um parâmetro importante na medida em que fornece 
informações relativas à quantidade de pDNA que é encapsulado pelas nanopartículas. Este foi 
calculado a partir da determinação de pCAG-hTTR livre no sobrenadante após a centrifugação 
das partículas (10 000 g, 20 min, temperatura ambiente). A quantidade de pCAG-hTTR foi 
quantificada por espetrofotometria UV-Vis (Shimadzu UV–Vis 1700 spectrophotometer) a 260 
nm, usando como branco o tampão de acetato de sódio (0,1 M acetato de sódio/0,1 M ácido 
acético, pH 4,5). Foram realizados triplicados para cada amostra.  
O cálculo da eficiência de encapsulação é realizado tendo em conta a concentração de DNA 




Para confirmação dos resultados obtidos anteriormente, 20 µL do sobrenadante de cada 






agarose 1,0 % com GreenSafe Premium. A eletroforese realizou-se a 120V durante 30 min em 
tampão TAE (40 mM Tris base, 20 mM de ácido acético e 1 mM EDTA, pH 8,0). O gel foi 
revelado usando o sistema Vilber Lourmat. 
 
3.8 Determinação do potencial zeta das nanopartículas com 
pCAG-hTTR 
O potencial zeta trata-se de um parâmetro que avalia a carga superficial da partícula. Este 
foi determinado usando um Zetasizer Nano ZS, à temperatura ambiente. Os valores médios 
foram calculados a partir das três medições realizadas ± desvio padrão. 
 
3.8 Screening das linhas celulares 
O screening das linhas celulares disponíveis para detetar a presença de transcritos de TTR foi 
realizado utilizando o cDNA de cada uma delas e primers complementares à sequência da TTR 
(primer Forward: 5’ TACACTGCAGTTCCTTGGGATT 3’; primer Reverse: 5’ 
TTATGAATTGATGGCTTCTCATCG 3’). Foram analisados quatro tipos de células: células do 
plexus coróide, linha celular Z310, linha celular N27 e linha celular N2A695 às 48h e 72h de 
crescimento. 
O cDNA das células foi amplificado por PCR. Foram realizados PCR com duas Taq polimerases 
diferentes, um com a Taq polimerase Kapa e outro com a Supreme Taq polimerase. Para a 
Taq polimerase Kapa realizou-se o PCR sob as mesmas condições descritas na subsecção 3.2. 
Para a Supreme Taq polimerase foi necessário fazer uma mix na qual se adicionou além da 
Taq polimerase, MgCl2 e o programa colocado no termociclador foi: 95 °C durante 2 min, 30 x 
(95 °C durante 1 min, 56 °C durante 1 min, 72 °C durante 5 min), 72 °C durante 5 min e 12 
°C até as amostras serem retiradas do termociclador.  
Posteriormente, as amostras amplificadas por PCR foram sujeitas a uma eletroforese 
horizontal usando um gel de agarose 1,0 % com GreenSafe Premium para confirmar se ocorreu 
ou não amplificação, pois caso ocorresse significava que esse tipo de célula possuía produção 
endógena de TTR e não poderia ser usada para os restantes estudos necessários a este 
projeto. 
 
3.10 Cultura e Transfecção da linha celular N27 
Para a realização dos estudos da viabilidade celular, as células N27 foram semeadas em 
placas de 96 poços com uma densidade de 1,0 x 104 células/poço, com meio RPMI completo 
(RPMI, bicarbonato de sódio, 10% de FBS e 1% Antibiótico SP), e incubadas durante 12 h a 37 
ºC sob uma atmosfera de 5 % CO2. Após 12 h o meio completo foi trocado por meio incompleto 
(sem FBS e sem Antibiótico) e permaneceram na incubadora por 12 h. Procede-se à 






transfecção foi interrompida 8 h depois com a adição de meio completo e as células foram 
mantidas na incubadora por mais 48 h ou 72 h, trocando o meio a cada 24 h. 
 
3.11 Avaliação da viabilidade celular 
Este ensaio foi realizado após 48 h e 72 h da transfecção. Depois de trocar o meio por meio 
completo novo adicionou-se 10 µL de Resazurina. A Resazurina é um composto de cor azul que 
é reduzido a Resorufina (composto de cor rosa) quando as células se encontram viáveis. 
Quando a Resazurina é adicionada, a placa deve ser envolvida em papel de alumínio pois é um 
composto fotossensível e coloca-se na incubadora a 37 ºC sob uma atmosfera de 5% CO2 
durante 4 h. Para o estudo, foram criados dois controlos e analisados seis ratios N/P das 
nanopartículas (ratios de 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 7,5). Relativamente aos controlos foi realizado 
o controlo positivo no qual as células não foram sujeitas a transfecção mas às quais se 
adicionou 50 µL de etanol a 70%, e foi realizado o controlo negativo no qual as células não 
foram transfectadas nem sujeitas a qualquer tipo de tratamento. Decorridas as 4h de 
incubação com Resazurina realizou-se a leitura da absorvância de cada poço no fluorímetro 
(λexcitação = 544 e 584 nm; λemissão = 590 nm) e no espetrofotómetro (λexcitação = 600 nm; λemissão = 
690 nm). Seguidamente procedeu-se à análise estatística pelo teste t-student para um nível 
de confiança de 95% (α = 0,05). 
 
3.12 Avaliação da expressão da TTR 
Foram semeadas células numa placa de 6 poços e procedeu-se à cultura destas e respetiva 
transfecção como previamente descrito. A quantificação da proteína foi realizada às 48h após 
a transfecção. O meio da placa foi aspirado e a placa foi lavada com 1,5 mL de PBS e as 
células aderidas foram retiradas com um cell scraper. O PBS com células foi aspirado para 
tubos Eppendorf de 1,5 mL, que foram posteriormente sujeitos a uma centrifugação (11500 
rpm, 4 ºC, 7 min). O sobrenadante foi descartado e foram adicionados, aos tubos Eppendorf, 
500 µL de PBS para ressuspender o pellet por agitação no vórtex. De seguida foi realizada uma 
centrifugação (11500 rpm, 4ºC, 7 min) e o sobrenadante foi descartado. Ressuspendeu-se o 
pellet em tampão de lise completo (25 mM Tris, 2,5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 2,5 mM EGTA, 
25 mM PMSF, 10 µL de cocktail de proteínas) de acordo com o volume do pellet realizando-se, 
de seguida, um vórtex. Colocaram-se os tubos Eppendorf em gel durante 10 min. 
A leitura de absorvância foi realizada numa placa de 96 poços, na qual se colocaram 
triplicados do branco (159 µL de água milli-Q e 1 µL de tampão de lise completo) e triplicados 
de cada ratio (2; 7,5) e controlo (K- e K+). Para as amostras adicionaram-se 159 µL de água 
milli-Q e 1 µL de amostra. Posteriormente, adicionaram-se a todos os poços 40 µL de reagente 
BioRad e ressupendeu-se bem para que a solução ficasse homogénea. Após uma incubação de 
15 min, realizou-se a leitura no espetrofotómetro ao comprimento de onda de 595 nm, após a 






A expressão da TTR foi avaliada por Western Blot. Foram preparados dois géis: Resolving Gel 
e Stacking Gel. Para criar o resolving gel são adicionados água milli-Q (4,8 mL), 1,875 M Tris-
HCl pH 8,8 (6 mL), SDS 10% (160 µL) e acrilamida (5 mL). Para o stacking gel foram 
adicionados água milli-Q (5,4 mL), 1,25 M Tris-HCl pH 6,8 (1 mL), SDS 10% (740 µL) e 
acrilamida (1 mL). Após os reagentes base estarem em solução, adicionou-se 160 µL de PSA e 
41 µL de TEMED ao resolving gel, pipetou-se a solução para o sistema de electroforese e 
aguardou-se a sua polimerização. Depois deste se encontrar polimerizado, adicionou-se 150 
µL de PSA e 38 µL de TEMED ao stacking gel, pipetou-se a solução para os vidros onde já se 
encontrava o resolving gel e colocou-se o pente cuidadosamente para evitar a formação de 
bolhas. 
Seguidamente preparou-se as amostras de modo a que no final estivessem presentes 40 µg de 
proteína para um volume de solução de 20 µL. Adicionou-se 10 µL de Loading Buffer (10% SDS, 
0,05% de azul bromofenol, 200 mM de Tris-HCl pH 6,8, 10% glicerol, 30% de β-
mercaptoetanol) e colocou-se as amostras a desnaturar num bloco de aquecimento a 95ºC 
durante 10 min. Depois das amostras estarem preparadas realizou-se a eletroforese. As 
amostras foram carregadas nos poços, sendo um dos poços carregado com 2 µL de marcador 
de pesos moleculares. A corrida foi realizada, primeiramente, a 80 V, até as proteínas 
atingirem o resolving gel, ponto a partir do qual se aumentou a voltagem para 120 V, durante, 
aproximadamente, 2h. 
Enquanto a eletroforese se encontrava a decorrer começou-se a ativar as membranas para 
Western blot. Estas foram ativadas colocando-as em metanol até ficarem translúcidas 
(aproximadamente 5 seg) depois em água milli-Q até ficarem submersas (aproximadamente 5 
min). Removeu-se a água e colocou-se as membranas em tampão de eletrotransferência até 
se realizar a eletrotransferência. Depois de concluída a eletroforese realizou-se a 
eletrotransferência. Para tal foi necessário realizar a montagem do sistema de modo a que as 
membranas se encontrem em contacto com os géis ficando estes no lado do pólo negativo 
para que as proteínas sejam transferidas para as membranas. A eletrotransferência foi 
realizada a 75 V durante 40 min. Durante este tempo preparou-se a solução de leite 5% em 
TBS-T 0,1 % para o bloqueio. 
Quando a eletrotransferência terminou as membranas foram lavadas duas vezes com TBS 
durante 5 min cada lavagem e colocou-se na solução de leite durante 1h e 30 min e, 
posteriormente, foram lavadas mais uma vez com TBS-T 0,1% durante 10 min. De seguida, as 
membranas foram incubadas com o anticorpo primário α-TTR (1:250 em TBS-T 0,1%; 2,5 mL 
por membrana) overnight a uma temperatura de 4ºC. Posteriormente, foram lavadas três 
vezes com TBS-T 0,1% (10 min cada lavagem) e foram colocadas a incubar com o anticorpo 
secundário α-rabbit (1:50000 em TBS-T 0,1%; 25 mL por membrana) durante 1h. Depois foram 
lavadas mais duas vezes com TBS-T 0,1% durante 10 min cada. Preparou-se o reagente ECL 
(200 µL ECL 1, 200 µL ECL 2) que tem que estar sempre tapado com folha de alumínio já que 
se trata de um composto fotossensível. Dispôs-se o ECL em gotas e colocou-se a membrana 






Depois da revelação, as membranas foram lavadas abundantemente com TBS-T 0,1% e 
procedeu-se à incubação com o anticorpo primário α-β-actina (1:250 em TBS-T 0,1%; 25 mL 
por membrana) durante 2h à temperatura ambiente. Lavou-se as membranas três vezes com 
TBS-T 0,1% (10 min cada lavagem) e foram colocadas a incubar com o anticorpo secundário α-
mouse (1:50000 em TBS-T 0,1%; 25 mL por membrana) durante 1h. Depois foram lavadas mais 





















Capítulo 4- Resultados e Discussão 
A bactéria E. coli é uma bactéria que é comummente usada na produção biotecnológica de 
diversos produtos devido às diversas vantagens que possui como o facto de as suas 
características genéticas e metabólicas serem bem conhecidas, a possibilidade de obtenção 
de uma elevada densidade celular, aplicando estratégias relativamente económicas [69]. 
A TTR é uma proteína transportadora envolvida na doença de Alzheimer. Esta proteína tem a 
capacidade de prevenir a toxicidade do péptido Aβ bem como modular os seus níveis nas 
células neuronais [16]. 
Neste trabalho, pretendeu-se construir um vetor de expressão para a TTR usando como 
hospedeiro procariota, a E. coli. Este vetor foi então recuperado após a lise das células e 
purificado. Após a purificação e subsequente sequenciação, o vetor construído foi 
nanoencapsulado e a sua eficiência de encapsulação determinada. Foi ainda avaliado o 
potencial zeta das nanopartículas, de forma a conhecer a sua carga à superfície. 
Posteriormente, as nanopartículas foram utilizadas como sistema de entrega do vetor de 
expressão às células eucariotas N27 para verificar a produção da proteína TTR. 
 
4.1 Construção do vetor de expressão da TTR 
O vetor onde o gene da TTR se encontrava originalmente (pGBKT7-hTTR) foi sequenciado para 
garantir a integridade da sequência do gene em questão. Com o auxílio das enzimas de 
restrição EcoRI e NotI o gene foi retirado do vetor original e inserido no vetor pCAG-GFP 
recorrendo à T4 DNA ligase, seguido de transformação de células de E. coli XL1B por choque 
térmico. Nesta fase, procedeu-se à recuperação do vetor que foi sujeito a um PCR com 
primers complementares à sequência do vetor (primer forward T7/HA introd.: 5’ 
AAAATTGTAAATGGCC 3’; primer reverse M13: 5’ CAGGAAACAGCTATGACC 3’) seguido de 
digestão com as mesmas enzimas de restrição e verificou-se a presença do insert por 
eletroforese horizontal usando um gel de agarose 1,0 % com GreenSafe Premium (0,01%; 
NZYTech) (Figura 11). Realizou-se ainda uma sequenciação deste vetor, pela empresa STAB 


































Figura 11: Minipreps de pCAG-hTTR (MP). O vetor foi amplificado por PCR seguido de digestão com EcoRI 
e NotI para verificar a presença do insert. O Marcador de Peso Molecular (M) que foi usado foi o NZY 
DNALadder VIII (até 5000 pb). 
 
 
Analisando os resultados da eletroforese realizada ao vetor após este ter sido sujeito a um 
PCR seguido de digestão, verifica-se a presença de uma banda correspondente ao insert a, 
aproximadamente, 400 bp e uma, correspondente ao pCAG a, aproximadamente, 5000 bp, 
pelo que se pode inferir que o fragmento libertado aquando a digestão correspondia ao insert 
pretendido (441 pb). No entanto a sequência do insert teve que ser verificada para garantir 
que não ocorreram mutações durante todo o processo de clonagem. A sequenciação foi 
realizada utilizando o reverse primer M13 (5’ CAGGAAACAGCTATGACC 3’) e recorreu-se a 
algumas ferramentas como Reverse Complement Sequence 
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) para saber a sequência reversa e 
complementar; BLASTx 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LO
C=blasthome) para proceder à análise dos resultados e saber a que correspondia a sequência 
e Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para se proceder ao 
alinhamento e verificar-se a presença ou não de mutações (Figura 12). 
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Figura 12: Alinhamento da sequência obtida pela sequenciação com a sequência da TTR humana (hTTR) 
usando o programa Clustal Omega. 
 
Tendo em conta os resultados obtidos e a sua respetiva análise verificou-se que a sequência 
da TTR se encontrava íntegra sem qualquer vestígio de mutação, o que indicou que o processo 
poderia avançar com estes clones. 
 
 
4.2 Produção no hospedeiro E.coli DH5α 
Após a confirmação da sequência do gene, transformaram-se células de E. coli DH5α com o 
vetor recorrendo ao método de choque térmico. Na construção do vetor recorreu-se a células 
de E.coli XL1B. Contudo esta estirpe não era a mais adequada para a produção, já que foi 
testada e os rendimentos obtidos de vetor eram bastante reduzidos (aproximadamente, 32 
µg/mL, os resultados não se encontram apresentados), pelo que se optou por trabalhar com 
células de E. coli DH5α de modo a se obter rendimentos superiores. O seu crescimento foi 
realizado primeiramente em placas de Petri com meio Luria-Bertani (LB) e, seguidamente, em 
meio Terrific Broth (TB). Para se realizar a fermentação propriamente dita retirou-se uma 
alíquota da cultura da pré-fermentação para a fermentação, que permaneceu em 
crescimento sob as mesmas condições até atingir uma DO600 entre 5-6 tendo em conta que a 
DO600 inicial era de 0,2. Os valores da DO600 foram registados em intervalos de 1 hora para se 








Figura 13: Curva de Crescimento da E.coli DH5α durante o tempo de fermentação. 
 
 
Analisando a curva de crescimento obtida para a E. coli DH5α verifica-se que possui um perfil 
semelhante a outros descritos para a produção de plasmídeos [74]. Pode-se constatar a 
presença de duas fases bem definidas, a primeira relacionada com uma pequena fase de 
adaptação (fase lag) entre as 1-2 horas e posteriormente uma fase de crescimento 
exponencial (fase log) entre as 2-7 horas. É de notar também a tendência para desacelerar o 
crescimento a partir das 6h de fermentação, sugerindo a entrada numa fase estacionária do 
crescimento. 
A fermentação decorreu até se atingir uma DO600 entre 5-6 já que é nesta fase que a obtenção 
de plasmídeo na forma superenrolada é superior. A forma superenrolada é a mais ativa 
comparativamente às formas linear e circular aberta e por isso o interesse na sua produção e 
recuperação [74,75]. 
 
4.3 Recuperação do vetor pCAG-hTTR 
A recuperação do vetor foi realizada recorrendo ao kit NZYMaxiprep da empresa NZYTech, 
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante que se baseia num procedimento de lise 
alcalina modificado. A concentração do vetor foi realizada por precipitação com isopropanol e 
o pellet final ressuspendido em 1 mL de 10 mM Tris-HCl, pH 8,0. Foram retiradas amostras ao 
longo do processo de extração para avaliar a eficiência do processo: a primeira amostra foi 
retirada após a segunda centrifugação para a obtenção do sobrenadante contendo o vetor, ou 
seja, o lisado (A1), a segunda amostra foi retirada após eluição do sobrenadante, na qual são 
eluídas as espécies não retidas (A2), a terceira amostra corresponde à eluição associada ao 
processo de lavagem com os primeiros 30 mL da solução QC (A3), a quarta amostra foi 
retirada após a adição dos 30 mL seguintes da solução de QC (segunda lavagem) (A4) e a 






usando um gel de agarose 1,0% com GreenSafe Premium com uma corrida de 120 V durante 30 





















Figura 14: Maxiprep realizado para obtenção do vetor pCAG-hTTR. A1: amostra recolhida após a segunda 
centrifugação (lisado); A2: amostra recolhida após eluição do sobrenadante (espécies não retidas); A3: 
amostra recolhida após a primeira adição de QC (1ª lavagem); A4: amostra recolhida após a segunda 
adição de QC (2ª lavagem); F: amostra final. oc pDNA (forma circular aberta do pDNA); sc pDNA (forma 
superenrolada do pDNA). 
 
Analisando os resultados obtidos nesta eletroforese verifica-se a presença de vetor em todos 
os poços, mas também se observa a presença de DNA genómico nos poços das amostras 1, 2, 3 
e 4. Na primeira amostra era esperado verificar-se uma banda correspondente ao vetor visto 
que se trata do lisado apenas, sem qualquer tipo de purificação. Contudo nos poços 
correspondentes às amostras 2, 3 e 4 não era suposto aparecer nenhuma banda, a sua 
presença indica que ao longo do processo foram sendo perdidas quantidades mínimas de 
vetor, o que não seria pretendido. A perda de vetor nos passos intermédios poderia ser 
evitada diminuindo a concentração de sal existente na solução de lavagem de modo a 
aumentar a interação entre o DNA e a coluna, mas essa diminuição da concentração de sal 
também poderia originar a retenção dos contaminantes existentes em solução. 
No último poço que corresponde à amostra final observa-se uma banda com uma intensidade 
muito mais acentuada que corresponde à forma superenrolada do DNA, que era previsto já 
que se trata do vetor purificado. Contudo verifica-se a existência de uma banda menos 
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notória a um peso molecular superior que corresponde à forma circular aberta do DNA, que 
apresenta maior raio hidrodinâmico e por isso a migração é menos acentuada. 
É ainda importante realçar que apesar de ter sido perdido algum vetor ao longo do processo, 
o produto final está purificado, não apresentando vestígios de RNA. 
A concentração de pCAG-hTTR foi determinada no NANOPhotometer (Implen) e verificou-se 
que o vetor obtido após a extração possuía uma concentração de 201 µg/mL. 
 
4.4 Avaliação da eficiência de encapsulação e do potencial zeta 
Depois de se recuperar o vetor, este foi sujeito a nanoencapsulação com CS. Foram criados 
dois ratios de N/P diferentes (30 e 50) [57] de modo a avaliar qual teria a melhor eficiência 
de encapsulação e potencial zeta mais positivo. O potencial zeta corresponde à carga 
superficial das nanopartículas, e quanto mais positivo este valor, melhor será a eficiência de 
transfecção uma vez que a repulsão eletrostática entre a carga negativa da membrana e a 
carga das nanopartículas será menor. Foram ainda avaliadas diferentes concentrações de DNA 
(5, 10, 15 e 50 µg/mL) para verificar quais as melhores condições para a preparação dos 
sistemas de entrega. Após a encapsulação do vetor, o sobrenadante foi analisado por 
eletroforese horizontal usando um gel de agarose 1,0% com GreenSafe Premium com uma 
corrida de 120V durante 30 min para se verificar se todo o vetor tinha sido encapsulado 














































Figura 15: Amostras do sobrenadante após encapsulação do vetor com CS para os ratios N/P de 30 e 50 e 
para diferentes concentrações de DNA (5, 10 e 15 µg/mL), realizando duplicados (A e B). Utilizou-se 









































































































































Figura 16: Amostras do sobrenadante após encapsulação do vetor com CS para o ratio N/P de 50 e para 
uma concentração de DNA de 50 µg/mL, realizando triplicados (A, B, C). Utilizou-se como negativo (N) 
uma amostra de vetor que não foi sujeito a encapsulação. 
 
Pelos resultados obtidos nas eletroforeses verifica-se a presença de uma banda 
correspondente ao vetor nos poços onde foram depositadas as amostras dos controlos 
negativos e a ausência de bandas nos poços onde foram depositadas as amostras dos 
diferentes ratios e diferentes concentrações de pDNA, pelo que se pode inferir que o vetor foi 
totalmente encapsulado. Contudo, quando se calculou a eficiência de encapsulação 
(resultados não apresentados) constatou-se que esta era bastante reduzida atingindo um valor 
máximo de 30% para a concentração mais elevada de DNA e para o ratio mais elevado, sendo 
ainda inferior para as restantes concentrações e para o ratio N/P de 30. Ainda se analisou o 
potencial zeta destas nanopartículas e verificou-se que este era bastante negativo. Por estes 
motivos, optou-se por formular as nanopartículas com outro polímero a polietilenimina (PEI). 
No caso do PEI foram formuladas nanopartículas para diferentes ratios N/P (1,5; 2; 2,5; 3; 
3,5; 4; 4,5; 5; 7,5 e 12,5) com a mesma finalidade: para se avaliar qual teria melhor 
eficiência de encapsulação e potencial zeta mais positivo. Neste caso a concentração de DNA 
final foi mantida constante em 20 µg/mL [57]. Como no caso anterior, depois da encapsulação 
do vetor, o sobrenadante foi analisado por eletroforese horizontal usando um gel de agarose 
1,0% com GreenSafe Premium com uma corrida de 120V durante 30 min para se verificar se 



















































Figura 17: Amostras do sobrenadante após encapsulação do vetor para os ratios N/P de 1,5; 2; 2,5; 3; 
3,5; 4; 4,5; 5; 7,5 e 12,5. Usando como negativo (N) uma amostra de vetor que não foi sujeito a 
encapsulação e como marcador de pesos moleculares (M) o HyperLadder 1kb. 
 
Analisando a eletroforese, observa-se uma banda correspondente ao vetor no poço onde foi 
depositada a amostra do controlo negativo e a ausência de bandas nos poços onde foram 
depositadas as amostras dos diferentes ratios, pelo que se pode depreender que o vetor foi 
totalmente encapsulado. No entanto para se verificar a eficiência de encapsulação (% EE) 
(Figura 18) procedeu-se também à leitura da absorvância das amostras do sobrenadante no 
espetrofotómetro UV-Vis a 260 nm para quantificar o vetor que não foi encapsulado através 
da equação (1): 
 
   (1) 
5000 pb 








Figura 18: Eficiência de encapsulação dos poliplexos pDNA-PEI. As médias e desvios-padrão são 
apresentados (linhas verticais no gráfico) de três medições independentes (foram realizados triplicados). 
 
Analisando a Figura 18 verifica-se que a eficiência de encapsulação varia entre os 96% e os 
98% com exceção do ratio mais elevado (12,5) que teve uma eficiência de encapsulação de, 
aproximadamente, 70%. Tendo em conta estes resultados e os obtidos na eletroforese pode-se 
deduzir que o vetor foi encapsulado quase na totalidade. 
Contudo, não é só a encapsulação que vai definir uma boa transfecção mas também o 
potencial zeta das nanopartículas que, como previamente referido, influencia a transfecção 
na medida em que quanto mais positivo for este valor menor serão as forças repulsivas 
existentes entre a membrana celular, que possui carga negativa, e as nanopartículas. Assim, o 
potencial zeta das nanopartículas formuladas com os ratios N/P 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4 e 7,5, 
foi medido recorrendo a um Zetasizer Nano ZS. Os restantes ratios N/P: 4,5 e 5, não são 
apresentados pois não possuíam alterações significativas na eficiência de encapsulação e o 























Tabela 7:Potencial zeta médio para vários ratios N/P do poliplexo pCAG-hTTR-PEI. Os valores do 




Analisaram-se os dados obtidos do potencial zeta para triplicados e verificou-se que quanto 
mais elevado é o ratio N/P mais positivo é o valor do potencial zeta, tornando-se mesmo 
positivo para o ratio de 7,5, pelo que se o ratio de 12,5 fosse testado provavelmente também 
teria um valor positivo. Com a análise destes resultados prevê-se que o único ratio que 
poderá promover uma transfecção mais eficiente, por minimização da repulsão entre as 
nanopartículas e a membrana celular, é o ratio de 7,5. 
 
4.5 Screening de diferentes linhas celulares 
Para se poder avaliar a expressão da TTR corretamente foi necessário escolher uma linha 
celular que não possua produção endógena dessa proteína, caso contrário os resultados 
obtidos podiam ser erróneos e corresponder apenas à produção endógena não tendo relação 
com o vetor de expressão. Assim, foi realizado um screening a diferentes linhas celulares 
utilizando para tal cDNA das células sujeitos a PCR usando primers intrínsecos à TTR e, 
posteriormente, analisados por eletroforese horizontal usando um gel de agarose 2,0% com 
GreenSafe Premium com uma corrida de 120 V durante 30 min (Figura 19). As amostras de 
cDNA analisadas pertenciam ao plexus coróide (1 e 6) e às linhas celulares: Z310 (Amostras 2 
e 7); N27 (Amostras 3 e 8); N2A695 (48h) (Amostras 4 e 9) e N2A695 (72h) (Amostras 5 e 10). 
Como o objetivo é utilizar um vetor de expressão da TTR como terapia génica na DA, todas as 































Figura 19: Screening dos cDNA pertencentes ao plexus coróide e a diferentes linhas celulares. KN: o PCR 
foi realizado usando a polimerase KAPA, sendo este o controlo. NN: o PCR foi realizado usando a 
polimerase Supreme, sendo este o controlo. Amostras 1 e 6: cDNA proveniente do plexus coróide. 
Amostras 2 e 7: cDNA da linha celular Z310. Amostras 3 e 8: cDNA da linha celular N27. Amostras 4 e 9: 
cDNA da linha celular N2A695 (48h). Amostras 5 e 10: cDNA da linha celular N2A695 (72h). O marcador 
de pesos moleculares (M) usado foi o GRS Ladder 50 bp.  
 
Analisando a eletroforese obtida verifica-se a presença de TTR nos poços 4,6 e 9 
correspondentes ao cDNA da linha celular N2A695 (48h) (poços 4 e 9) e ao cDNA proveniente 
do plexus coróide (poço 6). No entanto apesar de não se verificar a presença de nenhuma 
banda correspondente à TTR no poço 1, sabe-se que o plexus coróide produz TTR, pelo que 
este cDNA serviria como controlo positivo do PCR e não para ser usado para os estudos 
posteriores. Relativamente à linha celular N2A695 (72h) não foi escolhida, pois se há 
produção às 48h então é porque essas células têm produção endógena de TTR tanto às 48h 
como às 72h. A linha celular Z310 já tinha sido testada por estudos imunocitoquímicos, nos 
quais se verificou a produção e secreção de TTR, por isso também não pode ser usada [76], 
mas a partir dos resultados obtidos não se pode retirar essa conclusão visto que não aparece 
qualquer banda nos poços referentes a esta linha celular (poços 2 e 7), remetendo para o 
facto de poder ter ocorrido algum erro aquando deste processo. Assim sendo, resta a linha 
celular N27 cujos poços não possuem qualquer banda, o que implica que não houve 
amplificação usando primers humanos específicos da sequência da TTR pelo que, 
provavelmente, não há produção desta proteína nestas células.  
 
4.6 Avaliação da viabilidade celular 
Procedeu-se à transfecção da linha celular N27. As células N27 são células imortalizadas de 
neurónios dopaminérgicos bastante usadas em estudos de neurodegeneração e que não 
possuem uma produção endógena de TTR. A transfecção foi realizada depois das células se 






encontrarem durante 12 h em meio sem soro e sem antibiótico o que permite a entrada das 
nanopartículas.  
Para saber se os poliplexos são citotóxicos foi necessário realizar um estudo de viabilidade 
celular, assim sendo este estudo foi realizado 48 h e 72 h após a transfecção. Foram testados 
















Figura 20: Viabilidade celular das N27 avaliada 48h e 72h após a transfecção com diferentes ratios N/P 
de poliplexo: 1,5 (x1); 2 (x2); 2,5 (x3); 3(x4); 3,5 (x5); 7,5 (x6). O K- é o controlo negativo, no qual as 
células não foram transfectadas e o K+ é o controlo positivo no qual as células morreram por adição de 
etanol a 70%. As médias e desvios-padrão são apresentados (linhas verticais no gráfico) de três medições 
independentes (foram realizados triplicados). Foi realizado o teste t-student e as diferenças estatísticas 
significativas entre cada ratio e o controlo negativo para essa hora (48h ou 72h) são apresentadas (* 
p<0,05; ** p<0,01; p<0,0001 para α = 0,05) 
 
 
Verificou-se que 48h após a transfecção, a viabilidade celular diminui o que indica que as 
nanopartículas eram ligeiramente citotóxicas. No entanto, a viabilidade variou, 
aproximadamente, entre os 78% e os 88% com exceção do ratio mais elevado (7,5) que 
diminui significativamente para, aproximadamente, 53%, o que vai de encontro ao esperado 
visto que se trata de um ratio no qual a quantidade de PEI utilizada é superior e, como dito 
anteriormente, o PEI é um polímero que é considerado citotóxico devido à sua elevada 
densidade de carga.  
Considerando este resultado, uma próxima abordagem poderia ser a avaliação de outros 
polímeros, como o ácido Poli Láctico-co-Glicolico (PLGA)  [77] ou polisorbato 80 – revestido 
com Poli n-butilcianoacrilato (PnBCA) [66], ou recorrer a outro sistema de entrega como 















nanomicelas ou nanotubos de carbono [61,78] com a finalidade de diminuir a citotoxicidade 
e, consequentemente, se obter um resultado significativamente melhor. 
Relativamente às medições realizadas decorridas 72h, observa-se um decréscimo da 
viabilidade celular em todos os ratios, com exceção do ratio de 7,5 que aumenta 
comparativamente aos valores obtidos às 48h (88%). No entanto este resultado precisaria 
ainda de ser confirmado. 
 
4.7 Western Blot 
Para se realizar o western blot foram escolhidos dois ratios tendo em consideração os 
resultados obtidos no ensaio da viabilidade celular e na caracterização das nanopartículas. 
Assim foi escolhido o ratio de 2, cujos resultados da viabilidade celular eram mais coerentes 
de acordo com o tempo decorrido nos ensaios, e o de 7,5 já que foi o único ratio no qual as 




























Figura 21: Amostras da proteína TTR extraída das células N27. O ratio apresentado é o de 7,5 e os K- 
representam as células que não foram transfectadas. Foram realizados triplicados tanto para o ratio em 
estudo como para os controlos e este ensaio foi realizado em duplicado, sendo este resultado 












































Figura 22: Marcação com o anticorpo α-β-actina. O ratio apresentado é o de 7,5 e os K- representam as 
células que não foram transfectadas. Foram realizados triplicados tanto para o ratio em estudo como 
para os controlos e este ensaio foi realizado em duplicado, sendo este resultado representativo de 
ambos. 
 
Tendo em conta os resultados obtidos não se pode retirar nenhuma conclusão definitiva. No 
entanto verifica-se que nas membranas sujeitas a marcação com o anticorpo primário α-TTR 
existe uma banda em todos os poços a, aproximadamente, 30 kDa que poderá corresponder 
aos dímeros da TTR. Neste caso, e confirmando-se este resultado, podemos inferir que as 
células N27 também possuem expressão endógena da TTR, uma vez que a banda é também 
visível nos controlos negativos, que correspondem às células não transfetadas. Este resultado 
não é concordante com os resultados obtidos no PCR aquando do screening das células. 
Contudo, como dito anteriormente, pode ter ocorrido algum erro ao nível do PCR já que nos 
poços onde foram depositadas as amostras correspondentes ao cDNA das células Z310 (que 
expressam TTR [76]) também não aparecia qualquer banda. Em relação às células N27, estas 
são usadas no estudo da doença de Parkinson [79], pelo que ainda não existem estudos a 
relacioná-las com a produção, ou ausência de expressão da TTR. 
Analisando as membranas marcadas com o anticorpo primário α-β-actina, verifica-se que as 
bandas correspondentes a esta proteína são bem visíveis e delimitadas o que indica que não 
ocorreu qualquer erro no processamento da amostra. Todavia como os resultados não foram 
conclusivos não se pode descartar a possibilidade de que tenha ocorrido algum problema nos 
processos antecedentes a este ensaio, como: dificuldades na transfecção; problemas na 
expressão da TTR ou dificuldades na identificação. 














Capítulo 5- Conclusões e Perspetivas 
Futuras  
A TTR é uma proteína que tem sido exaustivamente estudada para se compreender de que 
modo se encontra relacionada com a doença de Alzheimer. Esta proteína tem a capacidade de 
proteger os neurónios da toxicidade do péptido Aβ e modular os níveis deste péptido nas 
células neuronais. Por esse motivo, já existem alguns fármacos, em modelos animais, que a 
têm como alvo terapêutico quer para promover o aumento da sua concentração [25]. Contudo 
os tratamentos que atualmente existem têm, na sua maioria, algumas desvantagens como o 
curto tempo de meia-vida, dificuldade na entrega às células-alvo e apenas conseguem aliviar 
os sintomas não diminuindo a progressão da doença [24,26].  
Assim sendo, a terapia génica é uma alternativa bastante favorável, pelo que este trabalho 
pretendia a construção de um vetor de expressão não-viral (plasmídeo) que codificasse para a 
TTR. A construção do vetor pCAG-hTTR foi alcançada com sucesso. Analisando a sequência do 
vetor e do insert verificou-se a ausência de mutações, mostrando que o processo de 
replicação do vetor ocorreu sem provocar qualquer alteração. Relativamente à sua extração 
verificou-se que ao longo do processo foi sendo perdida uma quantidade mínima de vetor, que 
não comprometeu a continuidade do projeto. Contudo, de forma a minimizar a perda do 
vetor ao longo do processo, algumas otimizações poderiam ser realizadas, nomeadamente no 
que respeita às concentrações de sal usadas na sua purificação. 
Relativamente ao sistema de entrega, foram desenvolvidas nanopartículas formuladas com 
PEI, verificando-se a encapsulação de uma grande quantidade de vetor (96%-98%) sendo 
menor para o ratio N/P 12,5 (70%), o oposto do que ocorreu quando se formularam 
nanopartículas com CS, cuja eficiência de encapsulação era bastante reduzida (<30%). Tendo 
em conta estes resultados pode-se concluir que ao nível da eficiência de encapsulação, o 
polímero PEI é melhor para encapsular o vetor do que o CS, já que para ratios mais baixos 
obtém-se uma eficiência de encapsulação superior. Quanto ao potencial zeta constatou-se 
que o ratio N/P 7,5 de PEI possuía um potencial zeta positivo (2,66±1,19 mV) que era o 
esperado pois o potencial zeta vai ficando mais positivo quanto mais elevado o ratio N/P mas 
não se analisou o potencial zeta do ratio N/P 12,5 pois era o que possuía menor eficiência de 
encapsulação. Contudo, o mesmo não se verificou para o CS, já que até para o ratio N/P 50, 
que é bastante elevado, o potencial zeta manteve-se negativo, pelo que, mais uma vez, se 
verifica que o PEI, comparativamente ao CS, era um polímero melhor para a formulação das 
nanopartículas. Porém, quando se realizou o ensaio da viabilidade celular, 48h e 72h após a 
transfecção das células N27, verificou-se um decréscimo da viabilidade (78% - 88% viabilidade) 
acentuando-se às 72h, mas o mesmo não ocorreu para o ratio N/P 7,5 já que ocorreu um 
decréscimo acentuado após 48h (53%) mas aumentou às 72h (88%), pelo que pode ter sido 
cometido algum erro aquando a transfecção e respetivo tratamento destas células. Tendo em 






ligeiramente citotóxico, pelo que futuramente se deveria testar outro polímero para a 
formulação das nanopartículas, como o ácido Poli Láctico-co-Glicolico (PLGA) [77] ou 
polisorbato 80 – revestido com Poli n-butilcianoacrilato (PnBCA) [66] ou testar outro sistema 
de entrega diferente como nanomicelas ou nanotubos de carbono [61,78] ou ainda modificar-
se a superfície das nanopartículas incorporando ligandos específicos de modo a promover a 
passagem destas através da BBB. 
As células N27 foram escolhidas para a análise da expressão da TTR, pois aquando do 
screening realizado a diferentes linhas celulares neuronais (células do plexus coróide, Z310, 
N2A695 e N27) as células N27 seriam as únicas para as quais não era conhecida a expressão 
endógena de TTR. Para além disso, foi feito um PCR, não tendo ocorrido amplificação quando 
o seu cDNA foi sujeito a amplificação com primers complementares à sequência da TTR, pelo 
que era provável que não possuíssem produção endógena desta proteína. Todavia, a avaliar 
pelos resultados de western blot, e comprovando-se estes resultados, sugere-se que pode ter 
ocorrido algum erro na realização do PCR visto que a linha celular N27 tem produção 
endógena da TTR, visto que se visualiza uma banda intensa nos controlos negativos. Este erro 
ao nível do PCR é corroborado pela ausência de bandas nos poços, ou seja, ausência de 
amplificação, referentes à linha celular Z310 (que possui produção endógena da 
TTR)Futuramente, a linha celular N27 deveria ser testada, talvez com ensaios 
imunocitoquímicos para se avaliar se possui ou não produção endógena da TTR ou através de 
uma nova extração de RNA e respetiva transformação em cDNA, repetindo o PCR. Assim, os 
resultados do western blot não foram conclusivos, já que ocorreu uma marcação excessiva, 
talvez devido ao anticorpo ter perdido especificidade, pelo que não é possível saber 
concretamente qual banda pode corresponder à TTR, havendo apenas uma suspeita de se 
tratar da banda com maior intensidade uma vez que se localiza ligeiramente abaixo da marca 
correspondente a 32,5 kDa (o dímero da TTR possui 30 kDa de peso molecular). Contudo essa 
banda aparece em todos os poços, incluindo aqueles onde foram injetadas as amostras 
correspondentes aos controlos, ou seja, às células não transfectadas, pelo que caso se trate 
mesmo dessa banda, implica que as células N27 poderão ter expressão da TTR. Analisou-se, 
ainda, a β-actina e apareciam bandas bem definidas e intensas pelo que não ocorreu nenhum 
problema com a amostra. Deste modo, futuramente, poder-se-ia repetir o PCR, como dito 
anteriormente, e caso se verificasse a existência de produção endógena da TTR por parte das 
células N27 alterar-se o design do estudo utilizando outras células neuronais que não 
produzam TTR como os astrócitos [80]. 
Em resumo, pode afirmar-se que, pela primeira vez, foi construído um vetor de expressão que 
codifica para a TTR com o objetivo de promover a expressão desta proteína. Foi, ainda 
possível, criar-se um sistema de entrega do vetor através da formulação de nanopartículas 
com o polímero PEI de modo a promover a sua entrega às células-alvo. Faltou confirmar a 
transfeção da linha celular N27 com este vetor, bem como a expressão de TTR nestas células. 
Assim, para dar continuidade ao trabalho já efetuado é necessário i) reavaliar a expressão de 






encapsulado e iii) reavaliar a produção de TTR em linhas neuronais que definitivamente não 
expressem TTR endógena. Uma vez esclarecidas e ultrapassadas estas questões, será 
necessário avaliar a capacidade do vetor nanoencapsulado em ultrapassar a barreira hemato-
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